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RESUMO 
 
 As doenças cardiovasculares têm sido uma das maiores causas de morte no 
mundo, e pode levar ao surgimento de arritmias cardíacas, como a fibrilação ventricular 
(FV). A única terapia existente que pode reverter uma FV é a desfibrilação, porém, 
choques desfibrilatórios podem causar danos às células cardíacas. Já foi constatado, em 
trabalhos anteriores que analisaram as propriedades das células cardíacas, que 
estímulos aplicados na direção de seu maior eixo são capazes de estimular estas células 
com intensidade menor do que estímulos aplicados na direção de seu menor eixo. 
 Sabendo que as células cardíacas estão orientadas em diversas direções, testes 
com protocolos de estímulos multidirecionais foram realizados e os resultados foram 
melhores quando comparados com estímulos monodirecionais, ou seja, foi necessária 
uma energia menor para estimular essas células. No entanto, para estimulação 
multidirecional são necessários pelo menos 3 pares de eletrodos, o que, em algumas 
preparações, pode ser inviável. O objetivo desse trabalho foi desenvolver 
instrumentação para estimular células cardíacas usando apenas dois pares de eletrodos, 
a partir do princípio da superposição. Para isso, foi necessário desenvolver um 
estimulador com dois canais independentes, para que o princípio da superposição fosse 
aplicado.  
 Ao levantar a curva de relação entre a tensão desejada (que foi colocada no 
display) e a tensão obtida (que foi observada no osciloscópio), tivemos um erro máximo 
de 3%. 
 Realizamos o experimento de mapeamento do campo elétrico no interior de uma 
câmara e analisamos o valor teórico calculado e o valor obtido experimentalmente. Ao 
compararmos esses valores, podemos observar uma boa concordância com os 
resultados desejados, o que possibilita futuros experimentos com células cardíacas 
isoladas.  
 
Palavras-chave: estimulador multidirecional; miócito cardíaco; campo elétrico. 
 
 
  
  
 
ABSTRACT 
 
Cardiovascular diseases have been one of the greatest causes of death in the 
world, and may lead to cardiac arrhythmias, such as ventricular fibrillation. The only 
existing therapy that can reverse a VF is defibrillation. However, defibrillatory shocks are 
capable of causing injury to cardiomyocytes. Previous studies that analyzed the behavior 
of cardiac cells showed that stimuli applied in the cell major axis are able to stimulate 
cells with less intensity than stimuli applied in the direction of its minor axis. 
Knowing that the heart cells are oriented in different directions, tests with 
multidirectional stimuli protocols were performed and the results were better when 
compared with monodirectional stimuli. However, for multidirectional stimulation, at 
least 3 pairs of electrodes are required, which in some preparations may be 
impracticable. The aim of this work was to develop instrumentation to stimulate cardiac 
cells using only two pairs of electrodes and the principle of superposition. To accomplish 
this it was necessary to develop a stimulator with two independent channels, so that the 
superposition principle could be applied. 
When comparing the desired voltage with the voltage obtained, we had a 
maximum error of 3%. 
We also mapped the electric field inside a chamber and analyzed the theoretical 
value and the experimental value. When comparing both values, we can observe a good 
agreement with the desired results, which allows future experiments with isolated 
cardiac cells. 
 
Key words: Multidirectional stimulator; cardiac myocytes; electric field. 
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1. INTRODUÇÃO 
1.1 O coração e a célula cardíaca 
O coração é um órgão muscular formado por quatro câmaras: dois átrios (direito 
e esquerdo) e dois ventrículos (direito e esquerdo), e que tem como função bombear 
sangue para todo o corpo. Dessa forma, podemos dizer que ele é formado por duas 
bombas distintas: a direita, que bombeia sangue para os pulmões (circulação pulmonar), 
e a esquerda, que bombeia sangue para as outras partes do corpo (circulação sistêmica) 
(Berne & Levy; 2004, Guyton, 2006). 
 O coração é composto por miócitos, células especializadas que constituem os 
tecidos musculares (Freitas, 2016). As células ventriculares de mamíferos adultos 
possuem formato aproximadamente cilíndrico (Milan, 2015), com um diâmetro da 
ordem de 30 𝜇m e comprimento de cerca de 120 𝜇m (Prado et al., 2016; Fonseca et al., 
2013; Goulart et al., 2012; Oliveira et al., 2008). Podemos ver a imagem de uma célula 
ventricular na Figura 1.1. 
 
 
Figura 1.1 – Célula ventricular isolada de rato 
 
 A célula cardíaca é capaz de responder a um estímulo com uma variação do 
potencial de membrana (Vm). Em repouso, Vm é de aproximadamente -85 mV, negativo 
no meio interno em relação ao meio externo. Quando o miócito é estimulado 
eletricamente, o Vm torna-se menos negativo, e a membrana é despolarizada. O 
potencial de ação (PA) ocorre devido à abertura rápida de canais iônicos (principalmente 
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canais de Na+ dependentes de tensão elétrica), e consiste numa variação rápida de Vm 
para valores positivos, devido à abertura de canais de Na+ com posterior retorno ao valor 
de repouso. A partir do momento em que é disparado, o PA se propaga por toda a célula, 
por meio do acoplamento espacial da corrente elétrica (Aidley, 1998). 
No início do PA, a célula é refratária a novos estímulos, ou seja, ela não dispara 
novo PA, independente da intensidade do estímulo. Nesse estado, ela se encontra em 
período refratário absoluto (Figura 1.2). Na parte final do PA, chamada de período 
refratário relativo, a célula pode responder a um estímulo com um novo PA, desde que 
esse estímulo seja de intensidade maior que o limiar de estimulação (Malmivuo & 
Plonsey, 1995; Alberts et al., 2002; Fonseca, 2009). 
 O conjunto de eventos desde a ativação elétrica das células cardíacas até o 
desencadeamento da atividade contrátil se chama acoplamento excitação-contração 
(AEC). A atividade elétrica desencadeia a atividade contrátil, e, por isso, sempre a 
precede (Bers, 2001), como podemos ver na Figura 1.2. 
 
Figura 1.2 – Relação entre o PA e a contração em um miócito ventricular de coelho 
(Modificado de Bers, 2001). 
 
 O AEC se inicia quando o PA atinge a região dos túbulos T, promovendo a 
abertura de canais de Ca2+ tipo L presentes no sarcolema. Ao entrar na célula através 
desses canais, o Ca2+ é capaz de promover a liberação de Ca2+ induzida por Ca2+ pelo 
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receptor de rianodina (RyR) no retículo sarcoplasmático (RS). Esses mecanismos 
aumentam a concentração de Ca2+ interna ([Ca2+]i) levando a célula à contração. A [Ca2+]i 
diminui devido aos mecanismos de transporte de Ca2+: ATPase de Ca2+ do RS (SERCA), 
trocador Na/ Ca2+ (NCX) operando no modo direto, ATPase de Ca2+ do sarcolema (PMCA), 
e do uniporter mitocondrial (MCU). 
 Podemos observar o funcionamento do AEC na Figura 1.3. 
Figura 1.3 – Transporte de Ca2+ no AEC (Modificado de Bers, 2002). RyR: canal de rianodina; RS: 
retículo sarcoplasmático; NCX:  trocador sódio/cálcio; Mito: mitocôndria. 
 
1.2 Arritmias cardíacas  
O coração pode apresentar diversas alterações em sua ritmicidade, as chamadas 
arritmias cardíacas, consequências de doenças patológicas, ou até mesmo eventos 
como acidentes traumáticos ou um choque elétrico. 
Entre as arritmias cardíacas, as ventriculares representam um maior risco de 
vida, pois interferem diretamente na ejeção do sangue para a circulação pulmonar e 
circulação sistêmica. A fibrilação ventricular (FV), caracterizada pela ativação caótica e 
assíncrona das células ventriculares, é considerada uma das mais ameaçadoras à vida 
do paciente, podendo levar a paradas cardíacas, e até mesmo à morte (American Heart 
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Association, 2017), visto que cerca de apenas 30% dos pacientes sobrevivem a 
elas(Mozaffarian et al., 2015). 
A única terapia conhecida atualmente para reverter a fibrilação ventricular é a 
desfibrilação (Crocini et al., 2016), que consiste na aplicação de campos elétricos (E) de 
alta intensidade diretamente no coração ou através da parede torácica, a fim de 
restaurar a sincronicidade elétrica de suas células. A FV deve ser tratada com urgência, 
pois a probabilidade de morte do paciente aumenta em 10% a cada minuto sem 
tratamento. Poucos casos de desfibrilação têm êxito após 10 minutos do seu início 
(Eisenberg et al., 1980; Larsen et al., 1993). 
Contudo, campos elétricos de intensidade elevada podem causar efeitos 
deletérios sobre o músculo cardíaco, podendo levar à disfunção contrátil e elétrica 
temporárias, morte celular e até mesmo à incidência de outra FV (Tung, 1996). Por outro 
lado, é necessário, durante a estimulação, um E alto o suficiente para que um grande 
número de células cardíacas seja excitado (Ideker et al., 1995). 
A interação do campo elétrico com o coração é complexa, pois as células 
cardíacas estão orientadas de forma variada no coração, então, na terapia de 
desfibrilação, as células estão expostas a E de magnitudes variadas. 
Um E de 1 V/cm é suficiente para a excitação de uma célula cardíaca (Ideker et 
al., 1995), mas, durante a desfibrilação, algumas células podem ser expostas a E maiores 
que 100 V/cm, o que é letal (Oliveira et al., 2008), como é o caso das células que estão 
próximas aos eletrodos do desfibrilador (Yabe et al., 1990). 
 
1.3 Experimentos com células cardíacas isoladas 
Experimentos com células isoladas são importantes pois a resposta individual de 
uma célula a um estímulo pode auxiliar no entendimento da resposta do coração como 
um todo (Tung et al., 1991; Gomes, 1997).  
Em estudos anteriores, foi comprovado que a geometria celular e a orientação 
do estímulo são importantes na interação do E com células cardíacas isoladas (Bassani 
et al., 2006; Lima, 1999; Oliveira et al., 2008). Em relação à direção do estímulo, foi 
também comprovado que a intensidade do estímulo aplicado na direção longitudinal ao 
eixo maior da célula é metade do requerido na direção transversal da célula (Figura 1.4 
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e 1.5) (Bassani et al., 2006; Oliveira, 2004; Ranjan & Thakor, 1995; Tung et al., 1991; Klee, 
Plonsey, 1976). 
Assim, privilegiar a estimulação na direção longitudinal seria um modo de 
minimizar a intensidade do E estimulatório efetivo no coração, diminuindo a 
probabilidade de lesionar as células próximas aos eletrodos. No entanto, a orientação 
espacial dos miócitos no coração não privilegia uma direção, portanto, para 
desenvolvimento de procedimentos estimulatórios mais seguros, é necessário que se 
procure aperfeiçoar as técnicas de estimulação, buscando utilizar E de intensidade 
inferior àquela que causa efeito lesivo. Na Figura 1.4, podemos ver os eixos maior e 
menor de uma célula e cardíaca, e na Figura 1.5 podemos ver a direção de estimulação 
longitudinal e transversal com relação ao maior eixo da célula. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.4 – Célula cardíaca e seus eixos. 
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Figura 1.5 – Célula cardíaca e as direções de estímulo longitudinal e transversal. 
 
Sabendo que as células cardíacas estão posicionadas de modo variado no 
coração, é impossível aplicar um E somente em uma direção e estimular todas as células 
na direção longitudinal. Porém, é possível variar a direção do E com a aplicação 
sequencial de estímulos, através de vários pares de eletrodos em diferentes orientações 
(estimulação multidirecional, Fonseca, 2009). 
Fonseca (2009) fez testes em células in vitro e, usando três pares de eletrodos,  
excitou uma fração maior de uma população de células cardíacas orientadas 
aleatoriamente com estímulos multidirecionais comparado com um estímulo 
monodirecional de mesma amplitude. 
A combinação da estimulação multidirecional com o uso da forma de onda 
bipolar permitiu uma redução de cerca de 50% no valor do E absoluto para um 
recrutamento de aproximadamente 80% das células, ao realizar experimentos com uma 
população de células (Fonseca, 2009). A aplicação destes procedimentos na estimulação 
cardíaca (marcapasso e desfibrilação) pode otimizar o processo, levando a uma melhor 
eficiência e uma menor incidência de lesão (Viana, 2011). 
No entanto, atualmente, para estimulação multidirecional e desfibrilação 
multidirecional, são necessários pelo menos 3 pares de eletrodos (Viana et al., 2016), o 
que, em algumas preparações, pode ser inviável, pois posicionar 3 pares de eletrodo no 
corpo do paciente pode ser uma tarefa demorada.  
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Sabendo que o uso de 3 pares de eletrodos nem sempre é viável, desenvolvemos 
e testamos, para células cardíacas isoladas, um estimulador multidirecional que aplica 3 
estímulos sequenciais em 3 direções diferentes com apenas dois pares de eletrodos. O 
princípio utilizado foi o princípio da superposição, o qual demonstra que a soma vetorial 
dos E gerados por cada canal é igual ao E resultante (ER), como podemos observar na 
Figura 1.6 e nas equações (1.1) e (1.2). 
|𝐸𝑅| =  √(𝐸𝑥2 + 𝐸𝑦2)                                                               (1.1) 
 
𝛼 = 𝑎𝑟𝑐𝑡𝑎𝑛𝑔 (
𝐸𝑦
𝐸𝑥
)                                                                  (1.2) 
 
Onde Ex é o E na direção x, Ey é o E na direção y e 𝛼 é o ângulo que ER está 
posicionado com relação ao eixo x.  
Assim, variando a amplitude de cada fonte de estímulo independente, de modo 
rápido, é possível estimular a célula com o estímulo multidirecional (3 pulsos). É 
importante que a célula seja estimulada somente por um dos pulsos, de modo que a 
duração total dos 3 pulsos aplicados seja menor que o período refratário da célula.  Pois, 
pensando na desfibrilação multidirecional, é indesejado que a mesma célula seja 
estimulada duas vezes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.6 – Esquema da câmara com 2 pares de eletrodos gerando um campo resultante a 
partir de dois estímulos. 
Er 
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2. OBJETIVOS 
 
O objetivo geral deste trabalho foi investigar a possibilidade de excitar células 
cardíacas isoladas ao aplicar estímulos multidirecionais usando dois pares de eletrodos. 
 
Os objetivos específicos foram: 
 
a) Desenvolvimento de um estimulador para aplicar o E em várias direções, 
utilizando apenas dois pares de eletrodos; 
b) Validação do princípio da superposição em uma câmara de estimulação 
cilíndrica. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1 Dispositivos e equipamentos 
O estimulador foi desenvolvido para a montagem experimental que podemos 
ver na Figura 3.1, e o protocolo experimental a ser adotado em trabalhos futuros está 
descrito a seguir. 
As células cardíacas serão colocadas na câmara de perfusão/estimulação para 
que possam ser visualizadas no computador (Figura 3.1-D), após a amplificação da 
imagem pelo microscópio (Figura 3.1-C). O estimulador (Figura 3.1-B) com dois canais 
isolados será ligado à câmara de estimulação. Para medir a tensão e a corrente de cada 
canal do estimulador, serão utilizados dois osciloscópios (Figura 3.1-A) com os 
respectivos terminais de terra isolados.  
 
 
 
Figura 3.1 – Diagrama de blocos da montagem experimental: A) Osciloscópios; B) Estimulador 
elétrico; C) Microscópio; D) Computador. 
 
3.1.1 Câmara de Estimulação 
A câmara de estimulação que será utilizada nos experimentos foi projetada por 
Lima (1999) e fabricada no Centro de Engenharia Biomédica, Unicamp, em Campinas, 
SP e pode ser visualizada na Figura 3.2. Ela é feita de material acrílico transparente em 
formato cilíndrico com 10 mm de raio e 5 mm de altura, presa com parafusos, 
formando um reservatório. Sua borda apresenta doze espaços posicionados a cada 30o 
que permitem a passagem dos eletrodos de platina, com 5 mm de comprimento e 1 
mm de diâmetro. Os 4 eletrodos serão posicionados nos espaços correspondentes aos 
ângulos de 0o, 90o, 180o e 270o, sendo que eletrodos diametralmente opostos 
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compõem uma direção de estimulação: os eletrodos posicionados em 0o e 180o 
compõem a direção x e os outros compõem a direção y. 
Uma lamínula de vidro colada sobre a base da câmara será utilizada para a 
deposição de células. Na base, há uma peça de acrílico opaco cujo centro possui um 
orifício de 2 mm. Este orifício delimita a área de trabalho de forma que o E pode ser 
considerado aproximadamente uniforme (ou seja, onde a direção não varia mais que 1o, 
em relação ao eixo entre dois eletrodos diametralmente opostos, e 1% em módulo em 
relação ao E no centro da câmara). Segundo os cálculos de Bassani et al. (2006), para um 
par de eletrodos, o E dentro da área de trabalho é dado por: 
 
𝐸 = ±
2𝐼
𝑏𝜋𝜎ℎ
                                                                              (3.1) 
 
Em que I é a corrente que atravessa os eletrodos, b = 10 mm é o raio, h = 5 mm 
é a altura da solução no interior da câmara e 𝜎 = 0,0146 Ω-1cm-1 é a condutividade da 
solução NT (Lima, 1999). O sinal utilizado é positivo se o E estiver no mesmo sentido do 
eixo x ou y, e negativo, caso contrário.  
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Figura 3. 2 – Vista explodida da câmara de estimulação (Adaptado de Fonseca, 2009).  
 
3.1.2 Sistema de Microscopia 
 Durante os experimentos, a câmara de estimulação será colocada sobre o 
estágio de um microscópio (Zeiss, Jena, Alemanha) modificado com um sistema de 
iluminação baseado em um LED (light emmiting diode) branco e de alta luminância, 
alimentado por uma bateria de 9V. A luz atravessa a câmara de estimulação pelo orifício 
da peça de acrílico opaco, atingindo a objetiva (10x, Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha). 
A imagem das células na área de trabalho será captada por uma câmera de vídeo 
(Webcam 3810 Leadership; 5 MP) e mostrada na tela de um computador (Dell, Intel ® 
Core ™ i5, RAM 4Gb, 2,20GHz, Windows 10), como mostrado na Figura 3.1-D.  
Eixo x 
Eixo y 
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3.1.3 Estimulador 
 Foi desenvolvido, neste trabalho, um estimulador elétrico com dois canais 
isolados para gerar seis pulsos retangulares de tensão, com amplitude de -30 a 30 V, 
duração de 5 ms e frequência de 0,5 Hz. A alimentação do circuito de controle 
(microcontrolador e interface com o usuário) é feita com uma fonte de +5 V, e cada 
canal é alimentado por uma fonte com ± 15 V (subtrator, multiplicador e integrador) e 
outra com ± 30 V (amplificador) com terras isolados. Na Figura 3.3, podemos observar 
o diagrama de blocos do estimulador com o detalhamento de um dos canais. O 
optoacoplador é usado no circuito para isolar o terra dos canais 1 e 2.  O canal 2 é 
idêntico ao canal 1. 
Figura 3.3 – Diagrama de blocos do estimulador com 2 canais isolados. Em detalhe, o digrama 
de blocos do canal 1. Sub: Subtrator, C-PWM: Conversor PWM-Tensão, X: Multiplicador, Amp: 
Amplificador. 
 
 Na tela do display, podemos escolher o ângulo do maior eixo da célula 
com relação a direção x e o |ER| com o qual se deseja estimular a célula. O E gerado por 
cada canal foi calculado por meio das equações: 
 
 
                 𝐸𝑥𝑛 = 𝐸𝑅 . cos(𝜃 + 𝛼)                                                      (3.2) 
                                                    𝐸𝑦𝑛 = 𝐸𝑅 . 𝑠𝑒𝑛 (𝜃 + 𝛼)                                                        (3.3) 
 
CANAL 1 
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 Em que n varia de 1 a 3 e corresponde ao número do pulso aplicado nos 
eixos x e y, 𝜃 é ângulo do maior eixo da célula com relação à direção x e 𝛼 é o ângulo de 
ER com relação à direção x. 
 Isolando a corrente I na equação (3.1) e substituindo E por Exn ou Eyn, 
calculamos o valor da corrente a ser aplicada na câmara de estimulação, para cada um 
dos 3 pulsos, por cada canal, x ou y. Em seguida, com o valor da corrente para cada pulso 
em determinada direção, calculamos o valor das tensões a serem aplicadas por cada 
canal por meio da equação:  
                                                                              𝑉 =
𝐼
𝐺
                                                             (3.4) 
                                                        
Na qual G é a condutância da câmara de estimulação preenchida com solução de Tyrode.  
Por exemplo, para uma célula desalinhada com o eixo x ( = 50°, Figura 3.4) a ser 
estimulada com um  𝐸𝑅  multidirecional de 3 V/cm nas direções α = 0
o, 30o e 60o, 
utilizando as equações 3.1 a 3.4,  o canal 1 tem que aplicar três pulsos com amplitude 
de 7 V, 2 V e -4 V,  e o canal 2 tem que aplicar os 3 pulsos com amplitude de 9 V, 12 V e 
11 V. As representações das formas de onda a serem geradas pelo circuito desenvolvido 
para este caso podem ser visualizadas na Figura 3.5. Abaixo, veremos o cálculo realizado 
para encontrar o primeiro pulso do canal 1. 
Sabendo que o valor de  𝐸𝑅  é 3 V/cm, teremos o seguinte cálculo: 
 
                                                       𝐸𝑥1 = 3𝑥𝐶𝑜𝑠 (50 + 0)                                             (3.5)                                                
 
O resultado dessa equação será 𝐸𝑥1 = 1,9 V/cm. 
Sabendo o valor de 𝐸𝑥1, poderemos encontrar o valor de 𝐼𝑥1 (corrente do primeiro 
pulso do canal 1) isolando a corrente na equação 3.1. 
 
                                                 𝐼𝑥1 =
1𝑥3,1415𝑥0,0146𝑥0,5𝑥1,9
2
                                      (3.6) 
 
O resultado dessa equação será 𝐼𝑥1 = 0,02 A. 
Com o valor de 𝐼𝑥1 calculado, poderemos calcular o valor de 𝑉𝑥1 (amplitude do 
primeiro pulso do canal 1) a partir da equação 3.4. 
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                                                                𝑉𝑥1 =
0,02
0,0028
                                                            (3.7) 
 
O resultado dessa equação será 𝑉𝑥1 = 7 V. 
O mesmo cálculo é realizado para os outros pulsos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.4 - Célula desalinhada com o eixo x ( = 50°). 
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Figura 3.5 – Formas de onda do circuito do estimulador: A) Portas de saída digitais do 
microcontrolador para o subtrator (canal 1); B) Portas de saída digitais do microcontrolador para 
o subtrator (canal 2); C) Saída do estimulador para o canal 1; D) Saída do estimulador para o 
canal 2.  
 
3.1.4 Microcontrolador 
 O microcontrolador utilizado foi o PIC18F4550 (Microchip Technology Inc., 
Chandler, AZ, USA) com um cristal de 20MHz. O software foi desenvolvido em linguagem 
C no ambiente MPLAB IDE (Microchip Technology Inc., Chandler, AZ, USA) e foi o 
utilizado o compilador XC8 (Microchip Technology Inc., Chandler, AZ, USA). Na Figura 
3.6 pode ser visualizado o fluxograma de execução geral do software desenvolvido. 
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Figura 3.6 – Fluxograma do software. 
 
3.1.5 Circuito de baixa potência 
 O microcontrolador (Figura 3.7-A) foi programado para gerar pulsos em 
quatro portas configuradas como saída digital (RD0 – RD3). Cada canal é composto por 
duas saídas digitais ligadas em um circuito subtrator (CI TL072, Figura 3.7-C), através de 
optoacopladores. Dependendo da saída do PIC que foi ativada, o pulso da saída do 
subtrator é positivo ou negativo (±15 V). A programação do PIC foi feita de modo a gerar 
três pulsos sequenciais retangulares de tensão (5 V, 5 ms de duração e frequência igual 
a 0,5 Hz) com um intervalo de 1 ms entre pulsos. 
 O sinal do subtrator é ligado a um circuito multiplicador de tensão (CI 
AD633, Figura 3.7-E), utilizado como um amplificador controlado por tensão, cujo ganho 
varia de 0 a 1 de acordo com a equação (3.8), ou seja, a saída pode variar de 0 a 10 V em 
módulo, de acordo com a tensão contínua aplicada pelo conversor PWM-tensão (CI 
LM324, Figura 3.7-D).  
                                                                   𝑉 =
𝑥. 𝑦
10
                                                              (3.8)      
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 A relação entre a largura de pulso do PWM e a tensão de saída do 
conversor PWM-tensão foi aproximada por 3 retas (ver seção “Resultados”). 
 
 
  
 
Figura 3.7 - Esquema dos circuitos de controle e de baixa potência de um canal do estimulador. 
A) Interface com o usuário; B) Optoacopladores; C) Subtrator; D) Conversor PWM-Tensão; E) 
Multiplicador. 
 
3.1.6 Circuito de potência 
 A saída do circuito, descrito em 3.1.5, é conectada a um circuito de 
potência, amplificador não inversor (LM675t), cujo ganho é igual a 3,2, responsável por 
amplificar o sinal em até 30 V. Essa parte do circuito é alimentada por uma fonte 
simétrica de ±30 V. Podemos observar o esquema do circuito de um canal do 
estimulador na Figura 3.8. 
saída 
A 
B 
C 
D 
E 
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Figura 3.8 – Circuito de potência de um canal. 
 
3.1.7 Osciloscópio 
 Para observação e medição dos pulsos de cada estimulador, foram 
utilizados dois osciloscópios digitais (modelo DSO-X-2014A, 100 MHz, Agilent 
Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA) com os terras isolados. 
 
3.2 Protocolos Experimentais 
 Esse setup foi desenvolvido para o seguinte protocolo experimental: 
inicialmente, será depositada no fundo da câmara de perfusão uma fina camada de 
colágeno, a fim de proporcionar boa aderência às células. Após o tempo de secagem, 
que leva aproximadamente 20 minutos, as células serão depositadas na câmara e será 
aguardado novamente um período de 20 minutos para que estas se fixem no fundo da 
câmara.  
Entrada do 
circuito de 
baixa 
potência 
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 Em seguida, será feita uma varredura na câmara para localizar uma célula 
apta para o experimento (presença de estrias e respondendo ao E aplicado). Após a 
escolha da célula, serão iniciados os estímulos fazendo uso de dois pares de eletrodos. 
Com auxílio de um software de edição de imagens, serão medidas as dimensões das 
células e o .  
 Após a escolha da célula, o estimulador será ajustado para produzir pulsos 
supralimiares de tensão elétrica com duração total de 5 ms a 0,5 Hz na direção desejada. 
O E resultante será diminuído até que a célula pare de contrair para determinar o limiar 
de estimulação. O limiar será determinado para pulsos monodirecionais em 3 direções 
(0°, 30° e 60°) e para pulsos multidirecionais.   
 
3.3 Mapeamento do campo elétrico  
Para validar o cálculo do E resultante no interior da área de trabalho da câmara 
de estimulação, utilizamos uma câmara maior, pois os erros de deslocamento do 
eletrodo de captação e o erro de medida do osciloscópio para a câmara de estimulação 
foram muito altos (>50%). A câmara utilizada tem um raio igual a 9 cm e a altura da 
solução foi de 9 mm, os eletrodos de referência, ruído e captação foram de Ag-AgCl e os 
dois pares de eletrodos de estimulação foram de aço inoxidável, posicionados 
diametralmente a 90° do eixo x e do eixo y. Por meio do eletrodo de captação foi medido 
o potencial elétrico (ϕ) em várias posições, distantes de 4 mm, próximas ao centro da 
câmara. A partir do ϕ o E para cada direção foi calculado (E ⃑=-∇ϕ). 
         Para que o experimento fosse realizado, preenchemos a câmara com solução de 
Tyrode (mM, NaCl 140; KCl 6; MgCl2.6H2O 1,5; ácido N-2 hidroxietilpiperazina-N”-2 
etano-sulfônico HEPES 5; glicose 11,1) e, através dos eletrodos de aço inoxidável, foram 
aplicados pulsos bipolares de tensão nos dois pares de eletrodos com duração de 10 ms 
em cada fase para as direções 0°, 30°, 45°. 
          O potencial foi medido em pontos diferentes equidistantes de 4 mm com os 
eletrodos de captação ao longo dos eixos x e y da câmara, como podemos observar na 
Figura 3.9. 
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Figura 3.9 - Montagem 
experimental para o mapeamento (fora de escala). Em preto, são as posições assumidas pelos 
eletrodos de captação. Em vermelho, o centro da câmara. Em verde, os eletrodos de referência 
de captação de ruído. Em azul, os eletrodos de estimulação.  
 
 O experimento foi repetido 5 vezes para minimizar possíveis erros de 
medição. 
 O E então foi calculado para cada eixo, usando-se pontos distantes de 4 
mm para minimizar erros de posicionamento de eletrodo. Em seguida, foi realizado um 
cálculo do E resultante na região central da área de trabalho. A média obtida dos valores 
de E foi comparada com o valor teórico do E no centro da câmara de acordo com Lima, 
1999 (equação 3.1). 
 
3.4 Análise estatística dos dados 
de variância monofatorial, seguida de post test de Dunnett. 
Os resultados foram apresentados como média ± erro padrão da média. Os 
dados foram analisados pelo programa Prism 5 (GraphPad, San Diego, CA, USA). 
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4. RESULTADOS 
 
4.1 Estimulador 
 
 Na Figura 4.1 podemos observar o estimulador multidirecional que foi 
desenvolvido neste trabalho. A interface com o usuário foi colocada na parte frontal da 
caixa, juntamente com as saídas dos dois canais isolados. 
 
 
Figura 4.1 – Estimulador elétrico com dois canais isolados. 
 
 O primeiro botão e o segundo são para incrementar ou decrementar em 10 e em 
1 o valor do ângulo em que a célula se encontra, respectivamente. O terceiro e o quarto 
são para incrementar ou decrementar em 1 e em 0,1 o valor do módulo do E resultante, 
respectivamente. O quinto botão é para definir o tipo de operação (incremento ou 
decremento) e o sexto é o botão de confirmação. 
Na Figura 4.2, podemos ver a fotografia do circuito desenvolvido para que seja 
possível aplicar pulsos de diferentes amplitudes em dois canais independentes. 
Podemos observar a placa de controle (Figura 4.2-B), que conta com um display em LCD, 
para que o usuário possa escolher o ângulo da célula e o valor do campo elétrico a ser 
aplicado, a placa de baixa potência, que possui os circuitos subtrator, multiplicador e o 
conversor PWM-tensão (Figura 4.2-C), a placa de potência (Figura 4.2-D) e as fontes de 
alimentação do circuito (Figura 4.2-A). A fonte de 5 V é responsável por alimentar a placa 
de controle, as fontes simétricas de 15 V alimentam as placas de baixa potência e as 
fontes simétricas de 30 V alimentam as placas de potência. 
35 
 
Estes componentes foram colocados dentro de uma caixa (Figuras 4.1 e 4.2) e o 
os itens de interface com usuário foram posicionados de forma conveniente para o 
manuseio. 
 
 
Figura 4.2 – Circuito desenvolvido para a aplicação de pulsos independentes. A) Fontes de 
alimentação; B) Placa de controle; C) Placas que contêm o subtrator, multiplicador e conversor 
PWM-tensão; D) Placas de potência. 
 
As formas de onda de cada estágio do circuito podem ser visualizadas na Figura 
4.3. O PIC gera pulsos com duração de 5 ms (Figura 4.3-A) a cada 2 s e os envia para o 
subtrator, cuja saída é um pulso de mesma duração com amplitude de + 15 V ou -15 V 
(Figura 4.3-B), dependendo da saída do PIC ativada. Este sinal é multiplicado por 0,1 x 
B 
A 
C 
D 
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uma tensão contínua, proveniente da saída do conversor PWM-tensão (Figura 4.3-D), 
ou seja, é atenuado pelo multiplicador (Figura 4.3-E) de acordo com o duty cycle (16%) 
aplicado (Figura 4.3-C). Finalmente, a saída do multiplicador é amplificada (ganho = 3,2) 
pelo amplificador de potência (Figura 4.3-F). 
 
Figura 4.3 – Formas de onda de cada etapa do circuito de um pulso monodirecional. A: Saída do 
PIC, B: Saída do subtrator, C: PWM com duty cycle igual a 16%, D: Saída do conversor PWM – 
Tensão, E: Saída do multiplicador, F: saída do amplificador do circuito de potência. 
 
Os valores do duty cycle do PWM foram gerados pelo Timer2 do 
microcontrolador. Os canais de PWM são independentes, ou seja, eles podem ter duty 
cycles diferentes, compartilhando apenas a frequência (15 kHz). Estes valores foram 
relacionados com os valores da tensão de pico de saída, e podemos observar a relação 
de cada canal nas Figuras 4.4 e 4.5, respectivamente. 
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Figura 4.4 – Relação entre o duty cycle e a tensão de saída do canal 1. 
 
 
Figura 4.5 - Relação entre o duty cycle e a tensão de saída do canal 2.  
 
A relação entre a tensão de saída de cada canal e a tensão desejada foi linear e 
o erro máximo foi de 3%. Na Figura 4.6, podemos observar essa relação para o canal 1 e 
a relação para o canal 2 foi similar. 
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Figura 4.6 – Relação entre tensão desejada e tensão obtida. 
 
A curva de relação para o canal 2 é similar. 
 Na Figura 4.7, podemos observar a saída de cada um dos canais, quando 
o ângulo em que a célula se encontra é igual a 20° e o E é igual a 3 V/cm. 
 
 
Figura 4.7 – Saída dos canais 1 e 2, respectivamente, para valor de ângulo igual a 20° e campo 
elétrico igual a 3 V/cm. 
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4.2 Mapeamento do campo elétrico 
 
 Os potenciais (𝜙) foram medidos em pontos distantes de 4 mm um do outro no 
centro da câmara, para que fosse possível calcular os valores de E na região central da 
câmara, como podemos ver na Tabela 4.1 e Figura 4.8. A análise de variância 
monofatorial indicou que o E medido difere estatisticamente entre pontos (p = 0,022) e 
o post test de Dunnett indicou que o E medido não difere do E teórico (p < 0,05). 
  
Tabela 4.1 – Matriz dos valores de 𝐸𝑅 medidos quando o E estava na direção 0°. 
ETeórico = 2,63 V/cm 
Pontos 
1 2 3 4 5 
Campo Elétrico Medido (V/cm) 
5 2,1 1,8 1,9 2,5 2,1 
4 1,8 1,8 1,8 1,8 1,7 
3 2,1 2,2 2,2 2,4 2,1 
2 2,0 2,4 1,9 2,1 1,7 
1 2,2 2,7 2,3 2,7 2,2 
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Figura 4.8 – Vista superior do campo elétrico medido (E). Direção= 0°.  
ETeórico = 2,63 V/cm.  
 
A Tabela 4.2 e a Figura 4.9 mostram os valores de 𝐸𝑅  de todos os pontos medidos, 
para o experimento quando o E aplicado estava na direção 30°. A análise de variância 
monofatorial indicou que o E medido não difere estatisticamente entre pontos. 
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Tabela 4.2 – Matriz dos valores de 𝐸𝑅 medidos quando o E estava na direção 30°. 
ETeórico = 8,18 V/cm 
Pontos 
1 2 3 
Campo Elétrico Medido (V/cm) 
3 8,2 7,2 7,5 
2 7,6 7,9 7,9 
1 8,3 7,8 8,3 
 
 
 
Figura 4.9 - Vista superior do campo elétrico medido (E). Direção= 30°. 
ETeórico = 8,18 V/cm 
 
A Tabela 4.3 mostra os valores de 𝐸𝑅  de todos os pontos medidos e a Figura 4.10 
mostra esses pontos em forma de gráfico, para o experimento quando o E aplicado 
estava na direção 45°. A análise de variância monofatorial indicou que o E medido difere 
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estatisticamente entre pontos (p = 0,0295) e o post test de Dunnett indicou que o E 
medido não difere do E calculado (p<0,05). 
 
Tabela 4.3 – Matriz dos valores de 𝐸𝑅 medidos quando o E estava na direção 45°. 
 ETeórico = 10,76 V/cm 
Pontos 
1 2 3 4 
Campo Elétrico Medido (V/cm) 
4 11,7 11,4 10,7 11,6 
3 10,4 10,2 11,1 12,3 
2 11,4 10,3 11,6 11,4 
1 9,8 12,5 9,5 11,2 
 
 
Figura 4.10 - Vista superior do campo elétrico medido (E). Direção= 45°.  
ETeórico = 10,76 V/cm 
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5. DISCUSSÕES  
 
5.1 Estimulador com dois canais independentes  
 
 O estimulador desenvolvido cumpre seu objetivo ao gerar em cada canal três 
pulsos com duração e amplitude desejados. Ele é composto por 5 fontes, sendo uma 
delas (5 V) responsável pela alimentação da placa de controle, duas fontes simétricas 
(de 15 V), responsáveis pelos circuitos de baixa potência (subtrator, multiplicador e 
conversor PWM-tensão) e duas fontes simétricas (de 30 V), responsáveis pela 
alimentação dos circuitos de potência.  
 Os custos dos componentes do estimulador podem ser observados na Tabela 5.1. 
 
Tabela 5.1 – Custo dos componentes do estimulador. 
Componente Custo unitário 
(R$) 
Quantidade Custo (R$) Observação 
Caixa 111,80 1 111,80  
Microcontrolador 28,00 1 28,00 PIC18F4550 
Interface com 
usuário 
- - 90,00 Display e botões 
Transformadores 60,00 2 120,00 30+30V 
Circuitos 
integrados 
- - 65,70 LM324, TL072, 
LM675t, AD633 
Reguladores de 
tensão 
2,20 9 19,80 7805, 7815,7915, 
377, 317 
Optoacopladores 1,70 6 10,2 4n25 
Componentes 
diversos 
- - 30,00 Capacitores, 
resistores, cristal, 
chaves 
Total   475,50  
  
 O custo dos componentes do estimulador não foram altos, os itens mais caros 
foram os transformadores e a caixa. No entanto, os custos de projeto e fabricação não 
foram levados em conta. 
 Existem vários relatos sobre estimuladores que aplicam estímulos 
multidirecionais (Fonseca, 2009; Freitas, 2016), mas não foi possível encontrar nenhum 
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exemplo de estimuladores que apliquem estímulos multidirecionais com apenas dois 
pares de eletrodo. 
 Com o emprego do microcontrolador, foi possível gerar diversas funcionalidades 
em um único equipamento, como a geração de três pulsos em cada um dos canais, com 
a possibilidade de, na saída de cada canal do estimulador, podermos observar pulsos 
positivos ou negativos, com diferentes amplitudes, dependendo do ângulo e E colocados 
na tela do display. A geração desses pulsos foi feita com a implementação de 
interrupções. 
 Ainda com o microcontrolador, foi possível gerar saídas de PWM independentes, 
em que cada uma dessas saídas pode ter um duty cycle diferente. As duas saídas do 
PWM foram geradas com o Timer2. Cada saída de PWM do microcontrolador é 
responsável por variar a tensão de cada um dos canais de forma independente. 
 As quatro saídas que geram os seis pulsos e as duas saídas que geram o PWM no 
microcontrolador passam por optoacopladores, para que seus sinais sejam isolados e o 
princípio da superposição possa ser aplicado. Os optoacopladores foram utilizados nas 
seis saídas para manter o sincronismo e evitar possíveis atrasos que poderiam existir se 
os usássemos somente em um dos canais. Os canais possuem terras independentes para 
que os sinais possam ser aplicados sobrepostos, sem a interferência de um canal no 
outro. Ao fazer as curvas de relação entre o duty cycle do PWM de cada canal com a 
tensão de saída, foi possível fazer uma aproximação por meio de 3 retas, alcançando um 
resultado satisfatório. Ao fazer a curva de relação da tensão desejada e da tensão obtida, 
também foi alcançado um resultado muito satisfatório, havendo um erro máximo de 
3%. 
O estimulador desenvolvido gera 3 pulsos monopolares com 5 ms de duração, 1 
ms de distância entre eles, com uma frequência igual a 0,5 Hz. No entanto, existe a 
possibilidade de melhoramento futuro do sistema via software, como alterar a duração 
dos pulsos, ou até a frequência de disparo dos pulsos durante experimentos. 
O ripple de alta frequência (15 KHz), que pode ser observado na Figura 4.3-D, 
poderia ser eliminado com o aumento do valor do capacitor do conversor PWM-Tensão; 
porém, não seria interessante devido ao fato de que, nessa condição, a tensão na saída 
do conversor não estabilizaria em 1 ms, tempo necessário para que o segundo pulso seja 
gerado. No entanto, aparentemente, o ripple não influenciaria no resultado da 
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estimulação de uma célula ventricular isolada, uma vez que a constante de tempo da 
célula é 10 vezes maior que o período do ripple (Prado, 2014). 
Com o estimulador desenvolvido para aplicar estímulos sobrepostos, os 
experimentos com células cardíacas isoladas poderão ser realizados com maior precisão 
e rapidez, pois não será necessário encontrar células em uma posição específica para 
que seja possível aplicar o estímulo. Ele poderá ser aplicado independente do ângulo em 
que a célula esteja posicionada, aplicando o princípio da superposição, que diz que o ER 
é a soma vetorial dos dois E aplicados. Isso significa que o usuário será capaz de 
estimular muito mais células do que seria possível com outro tipo de estimulador. 
 
5.2 Mapeamento do campo 
 
 Em Lima, 1999, foi realizado um cálculo em que foi possível determinar um 
círculo central interno à câmara de estimulação, onde o E medido não variava mais do 
que 1% em módulo.  Realizamos o experimento com uma câmara maior que a usada em 
experimentos com células para que fosse possível ter uma maior precisão dos 
resultados. O erro máximo obtido foi de 14,5%. Ao fazer a análise de variância 
monofatorial seguida de post test de Dunnett, houve ausência de diferença estatística, 
o que indica que o E pode ser considerado uniforme na área de trabalho. 
 A discordância entre o erro teórico e o experimental também pode ser atribuída 
a diversos fatores, como por exemplo: mudança na condutividade na solução de Tyrode 
durante o experimento, erro na determinação da altura da solução, além dos erros 
inerentes de instrumentação. 
 Porém, a ausência de diferença estatística nos mostra que o modelo utilizado 
pode ser considerado aceitável, sabendo que o setup montado para este experimento 
carece de melhorias para que o erro padrão seja diminuído. 
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6. CONCLUSÕES 
 
 Neste projeto foi desenvolvido um estimulador elétrico com dois canais isolados, 
com a utilização de um microcontrolador, para que futuramente possam ser realizados 
experimentos com células cardíacas isoladas, podendo tornar o experimento mais 
rápido. 
 Também foi possível, utilizando o microcontrolador, gerar duas saídas de PWM 
com duty cycles independentes, permitindo que cada canal do estimulador possa ter 
pulsos com amplitudes distintas. 
 Os pulsos e as saídas de PWM do PIC foram devidamente isoladas usando 
optoacopladores, para garantir que as saídas tivessem referências independentes e os 
pulsos pudessem ser sobrepostos. 
 O projeto modular do estimulador facilita futuras modificações que possam vir a 
ser feitas em futuros trabalhos, como investigar outros efeitos de estímulos 
multidirecionais com mais direções de estímulo, implementação de estímulos bipolares, 
ou até mesmo produção de pulsos em diversas direções.  
 O E foi mapeado experimentalmente e também teoricamente. Deste modo 
podemos conhecer o E no interior da câmara e podemos concluir que o sistema para 
geração de E uniforme possibilita futuros experimentos com células cardíacas isoladas. 
 O estimulador desenvolvido e construído neste trabalho pode ser utilizado em 
experimentos com células, sem precisar que essas se encontrem nas posições 
longitudinal ou transversal, aplicando, ainda, estímulos multidirecionais por um E 
conhecido. 
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